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論 文 内 容 要 旨
緒言
食品や生体膜の脂質、特 に リン脂質に高濃度に含 まれている不飽和脂肪酸、なかで も高
度不飽和脂肪酸の過酸化反応は食品の劣化 と生体膜の崩壊の主な原因 とな る。最近では、従
来 か らよく知 られ ているn-6系 脂肪酸 とともに、n-3系 の不飽和脂肪酸の生体膜機能に
も興 味が持たれ るよ うにな り、これ ちの高度不飽和脂肪酸 を多 く含む油脂加工品を機能性食
品 として開発 しよ うとい う機運 が高 まっている。異な った食餌脂肪の投与 によって、生体中
の膜 リン脂質の組成 を変 えるこ とができる。高度不飽和脂肪酸の投与によ り、膜脂質 の不飽
和度が増す に従 って、酸化 も受 けやす くなる。生成 した過酸化物や誘発 されたラジカルは食
品の風味劣化 を引 き起 こすだ けではな く、生体毒性や栄養学的に も大 きな問題である。従 っ
て、食 品の加 工及び保存 中に抗酸化剤の添加が必要であるが、BHT,BHAの ような合成
抗酸化剤には安全性の点で疑義が出され、より安全な天然抗酸化剤 を見い出す ことに大 きな
注 目が集 まってい る。種子蛋 白質 自身が栄養成分であ りなが ら、もし抗酸化作用を持てぱ一
番意 昧深い。本論文の前半部は主に トウモロコシの蛋白質であるゼインの抗酸化性 に着 目し、
特 に保存環境がゼイ ンの立体構造に物理化学的な変化 を与えることがゼインの抗酸化メカ
ニ ズムに大 きく関与 してい るこ とにっいで述べ る。
一 方、食品中の抗酸化成分は直接に生体膜に取 り込 まれ るものは少な く、生体膜の過酸
化 に対す る防御 機構 は主に膜 自身の再構築成分によるもの と思われる。 リン脂質 を食用油 に
微量添加す るこ とによって酸化安定性を向上 させる報告はあるが、生体膜の主成分は リン脂
質であ り、膜 を構成 している リン脂質の酸化及び抗酸化機構は重要な課題であるにもかかわ
らず、不明な点 が多い。本 論文 の後半部では、膜融合な どの重:要な生理過程で起 こ り得る膜
構 造の物理化学的な変化が生 体膜の防御システムにどのよ うな影響 を与えるかを リポソー
ムモデル系で調べた。
第一部 トウモロコシ蛋白質の抗酸化作用及び物理化学的な構造の抗酸化機構への重要性
第一章 .ト ウモ ロコシ蛋 白質の抗酸化性の発見
実験材料 と して、 トウモ ロコシ胚究部分の蛋白質濃縮物であるグルテ ンミールか らゼイ
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ン及び グ リテ リンを調製 した。抗酸化 力は、主と して、基質油であるリノール酸メチル を含
む粉末 モデル を密封容器に保存 した際の酸素吸収量 をTCDガ スクロマ トグ ラフ ィー法で
判定 した。保存系の水分活性は硫酸濃度の調整によって行った。水分活性無調整の時に、グ
リテ リンは対照 の大 豆蛋 白質及び ミルクカゼインと同じく、抗酸化力がなかったが、ゼイン
とグルテ ンは強 い抗 酸化性 を示 した。しか し、酢酸エチル抽出によってそれ らの抗酸化性が
完全 に失われた ことと酢酸エチル抽出物の再添加 によって抗酸化性が回復 したことか ら(
Fig.1)、 今 回の実 験に用 いた保 存条件(60℃ 、Aw～0.5)下 での抗酸化作用は、酢酸エチ
ル抽 出画分 に存在 して いた低分子化合物に由来 した とわかった。ゼインの酢酸エチル抽出物
には トコ フェロール類が多量 に含まれ るほか、フェルラ酸やカテコール などのフェノール性
化合物 も検 出 された(Table1,2)。
α一トコフ ェロール を添加 した場合、グルテン、ゼイン、大豆蛋 白質、ミル クカゼインのい
ずれ も水分括 性の増加 に従 って、抗酸化力が増える傾向を示 した。酢酸エチル抽出を行 った
場合、水分活性AwO.9で ゼイ ンのみは強 い抗酸化力 を示 し、他の蛋白質は無効だった。パパ
インでゼ インを加水分解 したところ、ゼインのAwO.9で の抗酸化性がな くなった(Table3)。
これ らの結果か らゼ インの高 い水分活性での強い抗酸化力は、未除去の微量抗酸化物質に由
来す る と考 えにくか った。
第二章 高水分 活性下でゼイ ンの抗酸化メカニズム
60℃ 、AwO.9で ゼインを保存 した ところ、元来、粉末状態だ ったものが緊密な組織を持つ
ように変化 したこ とを観察 した。そこで、次の ようなモデル系か らの油脂の回収実験 を行 っ
た。基質油 として リノール酸メチル:ス テ アリン酸メチル混合物(ML/MS,7:3)を 使 った。
抽 出率の変化はス テア リン酸メ チルの量で比較 し、過酸化度はML/MS比 率の変化で評価 し
た。24h保 存 した後、ヘキサ ンによる基質油の抽出率が著 しく減少 し、その後、一週間変化
がな か った(Fig.2)。MレMS値 か ら見ると、包接 され た基質油はヘキサンで抽出できる基質
油 よ り酸化 されに くいこ とが;わかった(Table4)。 脂溶性のラジカル開始剤であるAMVNを
用い、 リノール酸メチル過酸化反応の誘導期間を変えた ところ、酸素吸収速度曲線は抽出率
が激 しく減少 した ところ、っ ま り保存24hの ところで曲点が現れた(Fig,3)。 これ は、そ
の 時点で包接構造 が形成 したこ とを示 したものと考えられ る。まだ、走査型電子顕微鏡によ
つて、固 く緊密 に集積 した外殻 が観察された。一方、ゼインのパパイン加水分解物では
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この ような構造は見 られなか った(Fig.4,5)。 ゼインの疎水性 ア ミノ酸含量は非常に高 い
ため に、高水分活性の よ うな環境 は、疎水性ア ミノ酸残基間の疎水結合 によ り、ペプチ ド鎖
の凝集 が起 ご りやす くな る。こ うした疎水領域に同 じく疎水性である基質油は取 り込まれ、
外 部の酸素 との接触が遮断 され、過酸化反応か ら保護 され ると思われる。一方、加水分解物
で は、分子量が小 さいため、こ うした保護作 用がみ られない もの と考 えられ る。
第二部 リン脂質組成に由来す る生体膜モデルの物理化学状態の変化のリン脂質過酸化に与
える影響
第一章 リボ ソーム におけ る脂肪酸組成のそろったボスフ ァチ ジルコ リン(PC)及 びボス
フ ァチ ジル エタ ノール ア ミン(PE)の 過酸化感受性の比較
モデル膜形 成のための リ'ン脂質 としては、合成 リン脂質であるジ リノールPC(DLP
C)と ジ リノールPE(DLPE)を 使用 した。キャベ ッか ち抽出 した ボスホ リパーゼDを
用 い、大豆 レシチ ン(98.6%PC)と エ タノール アミンを反応基質 として、
transph。sphatidylationを 行 い、硅酸カ ラム によって 同 じ脂肪酸組成のPC(soyaPC>,P
E(soyaPE>を 得 た。リボ ソーム懸濁液は等 モル数の リン脂質をpH7.4の 緩衝液に分散 さ
せて調製 した。PEだ けでは脂質 二重層がで きないため、ジパ ミトイルPC(DPPC)を
添加 した。過酸化反応 は水溶性 ラ ジカル開始剤2,2'ア ゾ ピス(2一 ア ミジノプロパ ン)二 塩酸
塩(AAPN>に よって誘導 した。生成 した リン脂質 ヒ ドロペル オキ シ ド(PCOOHとPE
OOH>の 量は、化学発光一高速液体 クロマ トグラフ ィー(CL-HPLC)法 で測定 した。
反応前後 の リン脂質脂肪酸組成 も比較 した。過酸化反応の結果、DLPC/DPPC系 とD
LPE/DPPC系 の ような異なる脂肪酸 を含む系 において も、また、DLPC/DLPE
系の よ うな単一脂 肪酸系において も、PCOOHの 生成量は常 にPEOOHよ り高い傾向が
見 られ た。特にDppc添 加の時、その差が大きかった(Fig.6)。 反応一時間後の リノー
ル酸の変化か ら見 ると、DLPCはDLPEよ り有意 に減少量が大 きかった(Table5)。 ・
大豆 リン脂質の よ うな複雑な脂肪酸組成 を持 っていた リボ ソームにお いても、同 じ結果を得
た,(Fig.7,Table5)。
以上 の結果は膜モデル系にお ける外部の酸化ス トレスに対 して、PCの 方がPEよ り敏
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感 であ るこ とを示 して いる。この原因は、PEは 膜の内側に分布 しやす いため、外部 ラジカ
ル開始剤 との接触率がPCよ り低 くな ったと推測 した。
第二章DLPEの 添加量 を変えた時のDLPC過 酸化への影響
1μmo1のDLPCに0.5、1、1.5、2μmolのDLPEを 添加 して、4mlの リポーソム を作
った。等 モルPを 含むDLPCリ ボ ソーム を対照 とした。報告によると、卵黄PC/PEリ
ポー ソム系では、PEの 含量が75mol%以 下の時に二重層 を取 るが、それ以上で あるとミセ
ルかヘキサ ゴナール状態 になる。DLPEを 添加 した場合、同 じ二重層状態であるか どうか
確認す るために、31PNMRス ペク トルを取 った(Fi&8)。DLPEが 全 リン脂質の67
mol%を 占めた時、弱い ミセル信号 しか を見 られなかったのを除 けば、いずれ も、主に二重層
構造 を取 って いた。次 に、それ ちの リボソームをAAPNで 過酸化 を起 こさせ、POV値 及び
PCOOHとPEOOH量 を測 った。また、α一 トコフェロール を添加 した時の影響 も調べ
た。
全 リン脂質濃度 の増加 に従 って、DLPC系 のPOV値 は増加 した。DLPE添 加系で
は、DLPEが 全 リン脂質の50mo罵 以上 を占めた場合、 α一 トコフェロールの存在の有無
にかかわらず、対 応のDLPCよ り低いPOV値 を示 した(Table6)。 ヒドロベル オキシ
ド量 か ら見 る と、「DLPEがDLPCと 等モルの時に過酸化 は一番進んでいた。DLPEが
それ以上 になる と、PCOOH、PEOOHと もに減少 し、POV値 と同 じ結果であった。
まだ、DLPCリ ボソーム系での α一 トコフェロールは全部消費 され たが、DLPE多 量 に
添加 した場合、 α一 トコフェロールの残存率は50%ぐ らいだ った(Table7).
以上の結果 をまとめ ると、α一 トコフェロールの存在 と関係な く、DLPE自 身は高含
量 でDLPCに 添加 した時に リボ ソーム全体の過酸化 を抑 えた。同時にα一 トコフェロール
の消費は著 しく抑 えられた。
第三章 リン脂質の組成に由来す る膜モデル状態の物理化学的な変化の膜過酸化への影響
不飽和PEは 生理的な条件下で二重層構造ではな く、ヘキサ ゴナール ∬状態 を取 る。始
め に、卵 黄レシチ ンか ら精製 したPC、PEを 実験材料 と した。卵黄PEにPCを 添加 し、
その リボ ソームの酸素吸収量 を比較 した(Fig.9)。 リボソームの構造 は31PNMRス ペ ク ト
ル で示 した(Fig,10)。 ヘキサゴナール π状態であ.ったPEは 、PC添 加のため、全 リン脂
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質 の 増 加 した 二 重 層 構 造 を取 っ たPEよ り酸 素 吸 収 量 は 高 か っ た 。
pH9.5とpH5。0の 緩 衝 液 で は 、DLPC/DLPE(111モ ル 比)の 二 重 層 状 態 はpHの
影 響 を 受 け ず 、 一 方 、PE単 独 で は、pH9.5に す る こ と に よ り、pH5.0の ヘ キ サ ゴ ナ ー ルH
状 態 か ら二 重 層 状 態 へ 転 換 し た(Fig.11>。 ア ル カ リ環 境 はDLPC/DLPE系 のPCO
OHとPEOOHの い ず れ の 生 成 に も有 利 で あ っ た が 、DLPE系 の 場 合 、pH9.5で のPE
OOH生 成 量 はpH5.0よ り低 か っ た(F遍12)。 こ れ は 、pH9.5で はDLPEは 二 重 層 で あ
っ た た め 、 酸 化 さ れ に く く な っ た と 考 え られ た 。
α 一 ト コ フ ェ ロ ー ル の 減 少 に 及 ぼ す 膜 の 物 理 化 学 状 態 の 影 響 も検 討 した 。DLPC/D
LPE(1:0、1;1、1:4、0:1モ ル 比)の リ ン 脂 質 に0.8m。1%の α一 ト コ フ ェ ロ
ー ル と 内 部 標 準 を 加 え
、 等 濃 度 の リボ ソ ー ム を 作 っ た 。 こ の う ち 、 二 種 類(PC/PE=1
:0及 び1=1)は 二 重 層 で 、 二 種 類(PC/PE=1:4及 び0:1)は ヘ キ サ ゴ ナ ー
ル 皿構 造 を取 る こ と を3tPNMRス ペ ク トル で 確 認 した(Fig.13)。 酸 化4h後 、 ヘ キ サ ゴ
ナ ー ル ∬ で あ っ た 二 つ の リ ボ ソー ム のt。ta1ヒ ドロ キ シ ペ ル オ キ シ ド レ ペ ル は 二 重 層 の よ り
有 意 に 高 か っ た 。 ま た 、 酸 化 後 の α 一 トコ フ ェ ロ ー ル の 残 存 量 もヘ キ サ ゴ ナ ー ル 皿の 系 で は
有 意 に 低 か っ た(Table8)。
以 上 の 結 果 か ら、PC/PEリ ボ ソ ー ム 系 に お い で 二 重 層 状 態 は ヘ キ サ ゴ ナ ー ルH状 懸
よ り酸 化 さ れ に く く、 α 一 トコ フ ェ ロ ー ル の 消 費 も遅 い こ と が 明 か に な っ た 。
総括
食品成 分や生 体成分の いずれは外部因子の影響 を受 け、構造的な変化が起 こる。このよ
うな変化 はまだ食 品成分や生体成分の外部か らの酸化的な傷害 に対す る感受性 に影響 を及
ぼす。本 研究 よ り、高水分活性はゼ インのよ うな多量の疎水性 ア ミノ酸を含む蛋 白質 を構造
的な変化 を起 こさせて、ゼインの抗酸化機能に大 きく関与 していることを見い出 した。まだ、
生体膜モデルでは二重層であ る限 り、高含量のPEは リボ ソームの酸化 とα一 トコフェロー
ル の消費 を抑 え、ヘキサ ゴナール ∬状態に転換すると酸化 とα一 トコフェロール の消費は逆
に進んでお り、膜状態は膜の酸化的ス トレスに対する抵抗性に大 きく関わ っていることがわ
か った。
本研 究の結 果は食品成分 の有効利用 と保存条件、生体成分の有利 な防御システムの確立
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審 査 結 果 の 要 旨
高度不飽和脂肪酸は,生 体膜 リン脂質の主要構成成分であ り,膜 の脂肪酸組成が生体機能と密
接な関係にあることが知 られている。そこで,食 餌脂肪の脂肪酸組成を意図的に変えることによ
り,生 体膜組成を制御 し,疾 病防止や機能の向上を図ろうという試みが行われている。しかし,
高度不飽和脂肪酸は極めて酸化 しやす く,食 品の風味劣化や毒性発現の原因となるぼか りでな
く,大 量に摂取すると,膜 脂質に蓄積し,生 体膜の酸化安定性を損な うことになる。 このよう
に,高 度不飽和脂肪酸の機能を活かして応用するためには,酸 化防止が不可欠である。
従来高度不飽和脂肪酸の酸化は,主 としてバルクあるいは溶液状態に検討 されてきたが,本 論
文では,実 際の食品がたんぱ く質等 との複合系であり,生 体中では リン脂質 として膜に含まれて
いることに着 目し,第 一部では,安 全性に疑義の持たれている合成抗酸化剤ではなく,代 表的穀
物たんぱ く質ゼインの酸化防止機構について検討 し,第 二部では生体膜を構成 しているリン脂質
の構造と物理的な状態が酸化安定性に及ぼす影響について検討 した。
第一部では,種 々の食用たんぱく質 と不飽和脂肪酸エステルを混合 し,粉 末モデルでの酸化安
定性を比較した。その結果,い ずれのたんぱ く質も水分活性が高い時には抗酸化性を示し,な か
でも最も優れた効果を示 したゼインは,低 水分活性でも有効だった。そこで,ゼ インの抗酸化性
発現機構を検討 した結果,保 存環境の水分が増加するにつれて,脂 質がたんぱ く質の疎水部に包
接されるのが主因で,微 量に含まれる トコフェロールやフェルラ酸などのフェノール系抗酸化物
質が相乗的に作用 していることを明らかにした。第二部では,生 体膜モデルのリン脂質の酸化安
定性を検討 した。すなわち,主 要グリセロリン脂質のホスファチジルコリン(PC)と ホスファチ
ジルエタノールアミン(PE)を 種々の比率で混合し,膜 の物理学的状態 と酸化安定性の相関を調
べた。その結果,二 重層状態である限 り,高 含量のPEはPCよ り,リ ボソームの酸化を抑制 し
た。しかし,二 重層からヘキサゴナールHに 転移すると,著 しく酸化 しやすいことが明らかに
なった。 このように,生 体膜の安定性には,脂 肪酸組成だけでなく,物 理状態が酸化的ス トレス
に対する抵抗性に大きく拘っていることが初めて明らかになった。
以上のように,本 研究は高度不飽和脂肪酸の酸化安定性には,物 理的状態が重要であることを
明らかにし,食 品あるいは生体系での酸化防御システムの確立に貢献するもので,博 士(農 学)
を授与するに値すると判断した。
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